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3  RESUMEN    La demanda de aceite de alta calidad por la industria cosmética esta llevando a la búsqueda de especies vegetales con alto contenido de aceite. Al aceite de la nuez  de Macadamia se le ha conocido por sus propiedades humectantes, suavizantes y nutricionales en la piel y el cabello. (1,5) Este estudio evaluó la estabilidad microbiológica del aceite de nuez de Macadamia por un periodo de dos meses; la calidad del aceite se comparo con las especificaciones exigidas por la norma NTC 4833 para cosméticos. Los análisis microbiológicos se realizaron con una periodicidad de quince días, durante ocho semanas. La extracción del aceite se llevo acabo  mediante el método SOXHLET empleando una relación de hexano 1:10 por un periodo total de 3 horas. Se evidencio ausencia de microorganismos patógenos y el conteo para los demás microorganismos evaluados, se encontró  en los rangos establecidos. Estos resultados indican que es un producto microbiológicamente apto para su potencial uso en cosméticos.  En general, los resultados del estudio indican que el aceite de  nuez de  Macadamia puede ser usado en la elaboración de productos cosméticos           
4    ABSTRACT     The demand for high quality oil for the cosmetics industry is leading the search for plants with high oil content. Oil Macadamia nut has been known for its moisturizing, softening and nutritional skin and hair. (1.5)  This study evaluated the microbiological stability of Macadamia nut oil for a period of two months, the oil quality was compared with the specifications prescribed by standard for cosmetics NTC 4833.  Microbiological analysis was performed with a periodicity of two weeks, for eight weeks. The oil extraction was carried by just using a Soxhlet hexane ratio 1:10 for a total period of 3 hours.  It showed no pathogens and counting for the other organisms tested, was found in the established ranges. These results indicate that a product is microbiologically suitable for potential use in cosmetics.   Overall, survey results indicate that the Macadamia nut oil can be used in the manufacture of cosmetic products            
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13  INTRODUCCIÓN   La Macadamia es una dicotiledónea perteneciente a la familia de las proteáceas de la que se cultivan comercialmente las variedades Macadamia Intergrifolia y Macadamia Tetraphylia, (1). La Macadamia es originaria de Australia, de los bosques lluviosos del litoral, al sureste de Queensland y nordeste de Nueva Gales del sur. El primer espécimen de Macadamia fue descubierto y recolectado en septiembre de 1843, en estado silvestre, por el explorador alemán Friedrich Wilhelm Ludwig Leichhardt, cerca a Brisbane, (1) Walter Hill, primer director del jardín botánico de Brisbane, fue quien descubrió la nuez e inicio la promoción en 1858, mientras realizaba un estudio sobre flora del estado Queensland. Los aborígenes la llamaban Kindal-kindal; después recibió las denominaciones de nuez de Queensland, nuez de Australia, nuez de Hawái, y nuez de Macadamia (español).  La Federación Nacional de Cafeteros de Colombia, por intermedio del Programa de Desarrollo y Diversificación, inició en 1989 el fomento del cultivo de la macadamia en la zona central cafetera colombiana, basándose en la buena adaptación del cultivo, representada en un excelente comportamiento agronómico, fitosanitario y productivo en la Subestación Experimental de CENICAFÉ, Paraguacito (Quindio). Esta zona presenta las condiciones agroecológicas ideales para el buen desarrollo y producción de la nuez, siendo esta además una alternativa económica y rentable frente al café. Las siembras de macadamia (Macadamia integrifolia Maiden et Betche) en Colombia comenzaron en 1969, en la Subestación Experimental de Paraguacito, con semilla procedente de Estados Unidos. El hecho de no haber realizado ninguna clase de selección durante los años de 
14  permanencia de los cultivos en el país dificultó mucho la obtención de cultivares, razón por la cual se sugirió que los materiales existentes se trabajaran como patrones y se introdujeran yemas de macadamia de países cercanos, con condiciones ecológicas similares a las colombianas. En los meses de septiembre y octubre del año 1987 se recibieron las primeras varetas (ramas con yemas de variedad cultivada conocida) del CATIE (Costa Rica), correspondientes a los cultivares HAES 246, HAES 344, HAES 660, HAES 508 y HAES 800, los cuales provenían originalmente de una rigurosa selección de mejoramiento realizada en la Hawaii Agricultural Experimental Station (HAES; Cuadro 1). A mediados de 1988, se sembraron los primeros lotes con injertos de estos cinco cultivares, en la Subestación Experimental de Paraguaicito y en CENICAFÉ, con miras a tener jardines clonales en diferentes localidades que produjeran suficientes yemas para realizar su fomento. Con el incremento de las áreas sembradas en la zona cafetera, fue necesario estructurar un programa de investigación orientado a identificar los insectos y patógenos que se encontraban asociados al cultivo, determinar los daños y su importancia económica, con miras a lograr su manejo y control. (35)  En la actualidad existen en Colombia  alrededor de 27 materiales introducidos de varios países como Costa Rica, California, Hawái, Israel y Ecuador entre otros. De este germoplasma existen los correspondientes a las variedades HAES (HAES 246, HAES 294, HAES 344, HAES 508, HAES 660, HAES 741, HAES 788 y HAES 800, HAES 851, HAES 881, HAES 849), los cuales surgieron de  rigurosa selección realizada en la Estación Experimental de Hawái;  las variedades A (A1, A2, A3, A4, A5 A6 y A7) originarias de Australia; el híbrido Beaumont y la variedad mejorada Yonik originarias de California, las variedades Tambor y Donald originarias de 
15  Costa Rica. La mayoría de este germoplasma se siembra comercialmente en varios países, por su excelente comportamiento agronómico y productividad.   Cuadro 1. Descripción de cultivares de Macadamia interglifolia sembrados en la subestación experimental Paraguacito, CENICAFE  Con relación a la nuez de Macadamia, ésta posee un aceite enriquecido en ácidos grasos insaturados y en varios países se emplea en la elaboración de productos cosméticos. (6, 7, 8,9) En Colombia  la Macadamia se emplea para la elaboración de confites, sin embargo la empresa del Valle Del alba S.A, ya exporta sus productos elaborados con Macadamia hacia Estados Unidos, Venezuela, Costa Rica, Holanda, España y  destina también producción para el mercado nacional, (5) Cultivar Nombre común Características HAES 246 Keauhou Crecimiento plagiotrópico, se presenta en condiciones ambientales ideales HAES 344 HAES508 Kau Keakea Variedad promisoria productiva y  vigorosa. Permite sembrarla a densidades mayores. De producción abundante HAES 660 HAES 800 Keaau Makai Variedad promisoria productiva y  vigorosa.se adapta bien a zonas altas 
16  Las investigaciones que se han hecho en Colombia con Macadamia,  se han enfocado principalmente a la parte agroindustrial. Se tienen referencias de algunos estudios apoyados y adelantados por Cenicafé en cuanto al manejo de insectos en torno al cultivo;  producción de Macadamia para la exportación; y la selección de los mejores individuos de Macadamia intergrifolia asociados con el rendimiento y calidad del aceite, llevado a cabo en la universidad del Quindío, (10).  Se plantea la posibilidad de emplear el aceite como insumo para la industria cosmética diversificando los productos tradicionales  alimenticios en Colombia. En el presente trabajo se abordará específicamente la evaluación del aceite de Macadamia según la normatividad nacional vigente (NTC 4833) relacionada con la calidad microbiológica  exigida a los insumos cosméticos; contribuyendo también al conocimiento sobre la Macadamia intergrifolia,  que se cultiva en la región cafetera.              
17  2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA   Según estudios previos realizados por varios autores (1, 5,15) el aceite de  nuez de Macadamia esta enriquecido en  ácidos grasos y acido palmítico, posee propiedades emolientes y se ha empleado en otros países en aplicaciones cosméticas; sin embargo en Colombia no se ha explotado esta posibilidad. Con el fin de aportar información sobre la potencialidad del aceite de nuez de Macadamia cultivada en la región cafetera, como insumo cosmético; se plantea si a través de un seguimiento microbiológico ¿Es el aceite de macadamia interglifolia microbiológicamente apto para su uso en cosméticos y cumple con la norma vigente NTC 4833?                
18  3. OBJETIVOS    3.1 OBJETIVO GENERAL  Evaluar y extraer  microbiológicamente el aceite de Macadamia Interglifolia para su potencial uso cosmético.   3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS   · Extraer el aceite de Macadamia intergrifolia de muestras procedentes del Banco de Germoplasma de Cenicafé  · Realizar el análisis microbiológico del aceite obtenido, según los parámetros establecidos en la norma NTC 4833  · Realizar  el seguimiento microbiológico durante dos meses para evaluar la estabilidad del aceite obtenido.  · Comparar los resultados obtenidos con la norma nacional vigente (NTC 4833).        
19  4. ANTECEDENTES   Existe una gran variedad de distintos aceites vegetales, cada uno de los cuales está indicado para ciertos productos cosméticos por sus propiedades singulares. Entre los aceites de origen vegetal que se utilizan en preparados para el cuidado de la piel, el cuerpo y el cabello, se incluyen el aceite de oliva, el aceite de jojoba, el aceite de nuez de macadamia y el aceite de coco fraccionado. Los aceites vegetales, también conocidos como aceites de base (o grasas, según su consistencia), son componentes vegetales obtenidos de las semillas o la pulpa de los frutos mediante presión y/o extracción por disolventes seguida de la evaporación del disolvente. Los aceites vegetales están compuestos principalmente por triglicéridos. En los aceites naturales, los triglicéridos contienen muchos ácidos grasos diferentes. Por lo tanto, el aceite natural siempre es una mezcla de distintos triglicéridos, (37)  En función de los aceites que se escojan, se influye sobre las características cosméticas, como el grado de transparencia, la suavidad, el efecto de esparcimiento, (36)   El aceite que se extrae de las nueces de macadamia contiene 80% de  mono-ácidos grasos insaturados. Su contenido en ácidos oleico y palmitoleico proporciona  propiedades anti-oxidación.  Además, nutre el cabello y se recomienda para el tratamiento de las estrías, cicatrices y provee ricos emolientes para mantener y proteger la barrera humectante natural de la piel. (37, 38)  
20  5. MARCO DE REFERENCIA   5.1 CLASIFICACION TAXONOMICA   DIVISIÓN  Traqueófitas SUDIVISIÓN  Angiospermas CLASE  Dicotiledóneas ORDEN  Proteales FAMILIA  Proteáceas GÉNERO  Macadamia ESPECIES  M. integrifolia M. tetraphylla    La Macadamia es una dicotiledónea que pertenece a la familia Proteaceae. Dentro de ésta familia se incluye cantidades de árboles y arbustos, como la Protea, Branksia, Grevilea, Hakea y Leucadendron, algunos de los cuales también producen nueces comestibles   Existen aproximadamente diez especies de Macadamia: seis nativas de Australia oriental (Macadamia ternifolia F. Muell., M. intergrifolia Maiden e Betche, M. tetraphylanova species L. A. S. Jhonson, M. prealta (F. Muell.) F.M. Bail., M. heyana (F. M. Bail) Sleumer, M. whelani F. M. Bail.), tres nativas de Nueva Caledonia (M. rousselii (Veill.) Sleumer, M. vieillardii (Brougn. And Gris.) Sleumer, M. francii (Guill.) Sleumer) y una nativa de Celebes (M. hildebrandii Steenis)   
21  De estás, sólo dos revisten importancia económica por los frutos comestibles: Macadamia intergrifolia (Marden et Betche) y Macadamia tetraphylla (L.A.S. Johnson, (11).  Hamilton y Fukunaga (1959) y Beaumont (1985), respectivamente presentan que dentro de la misma familia se encuentran otras especies que producen nueces comestibles, entre las cuales se tienen las nueces gevuina de Chile (Gevuina avellana),  las conocidas como nueces rosadas (Hicksbeachia pinnafolia) y la nuez (Helicia diversifolia). Sin embargo, ninguna de éstas ha alcanzado la importancia económica de la Macadamia.   5.2 DESCRIPCION DE LA NUEZ:  La Macadamia es una nuez de forma esférica; la parte comestible o almendra es de color blanco cremoso de exquisito sabor, con un diámetro que oscila entre 12 y 20 mm.  La almendra contiene un 68 a 76% de aceite natural, 9% de proteínas, 9% de carbohidratos, 2% de fibras dietéticas y un 4% de azúcar; cuando estas están secas.  Es una buena fuente de proteína, de vitaminas tales como A1, B1, B2, de calcio, de potasio y de fibra dietética, además tiene un bajo contenido de sodio. Los médicos recomiendan el consumo de nuez de Macadamia, ya que es ideal para tener un buen estado de salud.  Uno de los productos derivados de la nuez es su aceite, y según estudios realizados en Japón, al contener grasas mono insaturadas pueden ayudar a 
22  bajar los niveles de colesterol de la sangre y reducir la incidencia de enfermedades del corazón. A continuación se detalla la composición nutricional de almendra cruda de nuez de Macadamia (tabla 1).   Tabla 1. Composición nutricional  de almendra cruda de Macadamia Interglifolia, (34)     5.3   PRODUCCIÓN Y OFERTA MUNDIAL.  La oferta mundial de nuez de Macadamia ha ido aumentando en los últimos años, esto debido a la entrada en producción de las plantaciones jóvenes, existentes principalmente en: Australia, Sudáfrica, Guatemala y Brasil. Componentes  Unidades  Energía 3040 kj  Proteína 9.27 g  Grasa (aceites totales) 76.40 g  Mono insaturadas 59.6 g   Poli insaturadas 3.1 g  Saturadas 13.6 g  Carbohidratos Total 10.0 g  Azúcares 10.0 g  Fibra dietética 1.4 g  Fósforo 241 mg  Calcio 53 mg  Sodio 3 mg  Potasio 409 mg  Tiamina (B1) 0.22 mg  Riboflavina (B2) 0.12 mg  Niacina 1.60 mg  Hierro  2.00 mg  
23  Respecto al consumo Estados Unidos abarca el 52.8 % a nivel mundial, le siguen Australia con 17.5 % y Asia representa el 15.3 %     Figura1. Consumo de la nuez de Macadamia a nivel mundial  Según un informe presentado por la Foreign Agricultural Service la producción a nivel mundial para el período 1999/2000 fue de 81628 toneladas de nuez en concha, para el 2000/2001 disminuyó a 78426 toneladas, y   para el 2001/2002 la producción llego a 90245 toneladas. El área sembrada corresponde a aproximadamente 40000 hectáreas en todo el mundo, pero no toda el área está en producción, (12).   5.4  ASPECTOS BOTÁNICOS:  
24  Hojas. Las hojas como se aprecian en la figura 2 son de forma espatulada, coriáceas y de color verde oscuro y brillante en el haz, tiene de 18 a 40 cm. de largo y de 3 a 8 cm. de ancho. Los bordes pueden ser ondulados o terminar en espinas o lisos según la variedad, (11, 12).    Figura 2. Hojas verdes del árbol de nuez de Macadamia Interglifolia   Flores: Como se puede apreciar en la figura 3 las flores se presentan en inflorescencias en forma de racimos y en grupos de tres a cuatro por axila.  Cada flor está sostenida individualmente por un pedúnculo corto. El cáliz tiene forma de tubo de 10 a 14 mm de largo y puede ser blanco o rosado, según la variedad. Al no presentar pétalos, los estambres, en número de cuatro, aparecen fijos en los sépalos. El pistilo está colocado sobre un disco y termina en un estilo largo.  (12).  
25    Figura 3. Macadamia Interglifolia florecida  Frutos: Es un folículo que consiste en una sola cavidad que por lo general contiene una semilla que se abre ventralmente en la dehiscencia. Tiene forma más o menos esférica, de dos y medio a cinco centímetros de diámetro, con un apéndice corto y duro (ver figura 4).  El pericarpio es carnoso, verde en su exterior y contiene una o rara vez, dos nueces en la figura se observan los frutos verdes de Macadamia Interglifolia (12).   
26    Figura 4.Fruto Verde de Macadamia Interglifolia           Raíz. El sistema radical de la Macadamia es vigoroso y  se desarrolla profundamente en la primera etapa de crecimiento de la planta; luego tiende a expandirse en la superficie tanto que en la planta adulta,  la gran mayoría de raíces funcionales se localizan en los primeros 40 cm del suelo (12). (Anexo, tabla 6)  5.5  MANEJO AGRONÓMICO:   Propagación: La Macadamia es fácil de multiplicar por semillas, pero con el inconveniente de obtener producción a los 8 a 12 años con calidad impredecible de frutos. (11)  Injertacion: El método de injertacion más usado es el de púa, sin embargo, la injertación por yemas es más exitosa que la de púa, requiere menos material, la unión es más firme y el crecimiento es más erecto. Se 
27  recomienda injertar entre los meses de febrero y marzo o de julio a septiembre.      Densidad de siembra: La distancia de plantación depende del tipo de suelo y de la variedad a plantar. En suelos pobres se planta en forma más densa que en suelos de mejor calidad.    Poda: La poda de producción está orientada a la obtención de ramas laterales espaciadas para acceder a ventilación e iluminación que permitan una buena floración y mayor fotosíntesis, además de favorecer las labores de cosecha. (33)  Riego: En general, los requerimientos hídricos de la Macadamia se sitúan alrededor de los 1.150 mm repartidos durante todo el año. (33)    5.5.1  COSECHA Y  BENEFICIO:   La cosecha se realiza una a dos veces por semana dependiendo de las condiciones climáticas, (pudriciones por hongos), y evitar también que sean destruidas por roedores. La Macadamia cosechada no debe exponerse al sol, ya que se deteriora la calidad de la almendra por su alto contenido de aceite (70%) (32).  Al momento de la recolección las nueces en cáscara contienen del 25 al 30% de humedad y 17% de carbohidratos, por consiguiente para evitar el calentamiento de las nueces, se quita la cáscara verde dentro de las 24 
28  horas siguientes a la recolección evitando así daños por fermentación y deterioro de la calidad organoléptica de la almendra. (32).  El paso a seguir consiste en descascarar, selección manual y por flotación, secado y almacenamiento. En la etapa del descascarado se retira el pericarpio o cáscara verde que recubre la concha  que constituye la parte dura y café del fruto. Esta labor se debe de realizar máximo 24 horas después de la recolección con el fin de evitar el calentamiento y el deterioro de la nuez, evitando el desarrollo de patógenos que demeritan la calidad de la nuez. Las nueces descascaradas se denominan nueces en concha húmeda. (32)  Una vez descascarada (manualmente o con maquina) la nuez de Macadamia se seca en planta de beneficio hasta obtener una humedad del 3,5%, con el fin de separar la almendra de la concha, se clasifican por tamaño y se quiebran. Las nueces se pueden empacar y comercializar cruda, salada o frita. Para mayor duración estas se empacan al vacío  En la etapa de selección manual se desechan los frutos negros, perforados por insectos o por ardillas y los biches o inmaduros. (11)   5.5.2 PLAGAS DE LA MACADAMIA:  Dentro de las plagas de importancia mundial que asociadas al cultivo de la Macadamia se encuentran:  Cryptophlebia sp. (Lepidoptera: Tortricidae). Perforador de la nuez, cuyo principal daño lo causa el estado larval, perfora las nueces y penetra hasta la almendra invadiendo los frutos cuya concha todavía no ha endurecido (ver 
29  figura 5). En este caso, aparte del daño físico a la almendra se favorece el ingreso de organismos secundarios. Esta plaga se ha reportado en Hawaii, Australia, Malawi, Zimbabwe y Sudáfrica (14).         Figura 5.Frutos atacados de Macadamia Interglifolia  Ecdytolopha sp. (Lepidoptera: Tortricidae). Ocasiona iguales daños al anterior. Esta plaga está concentrada en Costa Rica y Colombia. Se cuenta con prácticas culturales y biológicas para su manejo (14).  Hypothenemus obscurus (Coleoptera: Scolytidae). Perforador de la nuez, cuyo principal daño lo causa el estado adulto, el cual realiza pequeñas perforaciones laterales en el cuesco o concha y penetra al interior de la almendra, consumiéndola a veces en su totalidad. Si bien esta plaga está distribuida en todos los países productores de la nuez, es de importancia económica en Hawái (14)  Chinches: Principalmente Antiteuchus tripterus, Thyanta perditor, Nezara viridula, Loxa viresces, Acanthocephala sp., Hyalymenus tarsatus, Leptoglossus zonatus, Acanthocephala femorata, Amblypelta nitida y Proxys 
30  punctulatus, los cuales se constituyen como la principal y más importante plaga de la nuez de Macadamia en todas las zonas productoras.  Como plaga potencial están los áfidos Aphis gossipii y Toxoptera auranti estos ocasionan enrollamiento de hojas tiernas, severos daños en brotes y caída de flores principalmente. (13).   5.5.3  ENFERMEDADES DE LA MACADAMIA:  Entre las enfermedades más importantes del cultivo de la Macadamia se destacan las siguientes: pudrición de la raíz (Amillaria mellea), pudrición negra de la raíz (Ceratocystis fimbriata), llaga estrellada (Rosellinia pepo), maya (Rosellinia bunodes),  pudrición del  tallo (Botryodiplodia sp.),  chancros  del tallo (Phytophthora cinnamomi), tizón de la hoja (Cylindrocladium scoparium), quema de la hoja (Pestalotia sp.), tizón de la flor (Botrytis cinerea), mancha de levadura (Nematospora coryli) y pudrición de la nuez (Fusarium, Penicillium, Aspergillus, Curvularia, Colletotrichum, Rhizoctonia) entre otras (11, 14).(ver anexo, tabla 6)   5.6 REQUERIMIENTOS DE CALIDAD  A continuación se presentan algunas características de calidad de pepas de macadamia incluidos sus grados de exigencia (tabla 2), mínimos y máximos. (22)     
31    Tabla 2. Características de calidad del fruto de macadamia             DETERMINANTES DE CALIDAD GRADOS MÍNIMOS Y MÁXIMOS   Aspecto externo  específico según clase de calidad  Sabor y olor  Específico del tipo, fresco, no rancio, no enmohecido  Pureza  Libre de agentes externos como arena, piedrecillas, restos de fibra, insectos, etc.  número peróxido  Máximo 1,0 equivalentes de peróxido oxigenado por kg de grasa  ácidos grasos libres  Máximo 1,%  Mercurio (Hg)  Máximo 0,03 mg/kg  
32  6.  COSMETICOS    Drugs and Cosmetic Act, (FD&C),define cosméticos como: artículos que untados, frotados, introducidos o esparcidos en el cuerpo humano, tienen como finalidad la limpieza, embellecimiento, promover atractivo o alterar apariencia, no incluyendo aquí los jabones.  En Colombia el Ministerio de Salud promulgo el Decreto 219 de 1999, que en su Artículo 2, define a los cosméticos así: toda sustancia o formulación de aplicación local a ser usada en las diversas partes superficiales del cuerpo humano; epidermis, sistema piloso y capilar, uñas, labios y órganos genitales externos o en los dientes y mucosas bucales, con el fin de limpiarlos, perfumarlos, modificar su aspecto y protegerlos o mantenerlos en buen estado y prevenir o corregir los olores corporales.(20)  Las posibles fuentes de contaminación microbiológica en los cosméticos son diversas, comenzando por las propias materias primas utilizadas,( principios activos, agua, plantas, extractos biológico), seguidas de las condiciones y procesos de fabricación (maquinaria, instalaciones, equipos, utillaje, ambiente)condiciones de almacenaje ( temperatura, embalaje), sin olvidar el papel tan decisivo de una adecuada higiene del personal y del trabajo en todas sus facetas; adicionalmente se deben considerar el propio consumidor y su medio ambiente, que pueden alterar las características del producto,(17)  El objetivo del control de calidad microbiológico de los cosméticos es asegurar una absoluta calidad e higiene, y la seguridad de que la piel, 
33  (barrera fisicoquímica que actúa como defensa del organismo frente las agresiones externas, ya sean agentes químicos extraños o seres vivos), va a permaneces inalterada. (18)  Son especialmente apreciados los aceites ricos en ácidos grasos esenciales, que desempeñan un papel importante en la función inmune y en la integridad de la membrana celular. Los vegetales son una fuente inagotable de aceites, lípidos líquidos más o menos fáciles de emulsionar y que tienen una acción emoliente, reengrasante y protectora por sí mismos, pero que además pueden ser utilizados para disolver y vehiculizar otros componentes lipófilos.  En cosmética se utilizan habitualmente: • Aceites de origen exótico, de frutos como coco y kukui. • Aceites de frutos: aguacate, albaricoque, oliva, grosella negra o uva. • Aceites de frutos secos: almendras dulces, avellana, nuez, macadamia, etc. • Aceites de semillas, como las de calabaza, girasol, kiwi, lino, maíz o trigo, (25,26).   6.1 PRINCIPALES ACEITES USADOS EN LA INDUSTRIA DE COSMÉTICOS  En la inmensa gama de formulaciones de cremas para la piel, uno de los principales componentes son los aceites de origen vegetal, animal o mineral, debido a sus características restauradoras, emolientes y humectantes. La industria de cosméticos investiga actualmente el uso de aceites de plantas para el cuidado de la piel. Los aceites son extraídos en su mayoría de las almendras y pulpa de los frutos. 
34   Los aceites más utilizados en la producción de cremas para la piel y cabello se pueden dividir en dos grupos, los que son más comunes y los exóticos. En el grupo de los más comunes, está el aceite mineral, la lanolina y el aceite de oliva, que han sido ampliamente difundidos en el mundo. Entre los aceites menos comunes se encuentran el de jojoba (Simmondsia chinensis), el de Macadamia (Macadamia spp.), el de coco (Cocus nucifera) y el de aguacate (Persea americana). El aceite de pequí (C. brasiliense) recientemente se empezó a utilizar como ingrediente para cosméticos, (17).  El aceite mineral es una mezcla líquida de hidrocarburos extraídos del petróleo, permite remover aceite y grasas de la piel, como por ejemplo los maquillajes; no es tan usado en la industria de cosméticos, ya que las compañías han descubierto mejores propiedades para la piel en los aceites vegetales. La glicerina es muy utilizada como agente humectante y proviene de la hidrólisis de grasas y aceites. La lanolina es extraída de la cera presente en las lanas de las ovejas, actúa como emoliente, lubricante y protector de la piel; está compuesta de una mezcla de ésteres alifático con alto peso molecular, alcoholes esteroides y ácidos grasos. El aceite de oliva es usado como emoliente con alta capacidad penetrante en la piel. El aceite de semilla sexual de yuca puede ser usado en la fabricación de shampoo, debido su grado de insaturación (índice de yodo entre 90 y 130), además, su alto índice de saponificación produce buenos rendimientos de subproductos de glicerol, (17).  Los aceites usados en los cosméticos deben presentar un color blancuzco, que es generalmente el color preferido para la elaboración de shampoo o cremas, mientras que para la fabricación de productos alimenticios se busca 
35  colorantes que puedan producir un color más atractivo, como es el caso de la margarina a la que se le añade carotenos para producir un color amarillento, (18).   6.2 ALTERACIONES QUE SUFREN LOS ACEITES  Las grasas y aceites sufren alteraciones causadas por procesos químicos como el enrranciamiento, que se ve favorecido por factores como la luz, el oxigeno, la humedad, determinado por el medio de índice de peróxidos y por procesos biológicos causados por la presencia de diferentes tipos de microorganismos. Las grasas y aceites puros, pseudomona, Micrococcus, Serratia, Proteus y Achoromobacter son menos susceptibles a las alteraciones microbianas, debido a que los microorganismos carecen de enzimas lipolíticas o son más pobres en ellas que en las necesarias para hidrolizar los hidratos de carbono y proteínas, o por que carecen del agua necesaria para la vida microbiana, (3,4).  Entre las bacterias que alteran las grasas y los aceites están: Bacillus. Las levaduras que pueden causar alteración: Candida Lipolytica; y finalmente entre los hongos que pueden causar alteración de los aceites se encuentran: Penicillium, Aspergillus Cladsporium, (19).     
36  7. NORMATIVIDAD  Y MICROORGANISMOS  El Instituto Colombiano de normas Técnicas y Certificación, ICONTEC, es el organismo nacional de normalización, según el decreto 2269 de 1993. La Norma Técnica Colombiana (NTC 4833) tiene como objetivo establecer los métodos de ensayo para determinar el nivel y tipo de contaminación microbiológica de productos cosméticos.   Se definieron en Colombia como un conjunto de normas y procedimientos técnicos, cuya aplicación debe garantizar la producción uniforme y controlada de cada lote de productos cosméticos, de conformidad con las normas de calidad y los requisitos exigidos para su comercialización. Si bien no son normas de obligatorio cumplimiento aun para industria cosmética colombiana, muchas empresas han iniciado el proceso con miras a garantizar la competitividad de sus productos en el exterior, y el Instituto Nacional para la Vigilancia Medicamentos y Alimentos de Colombia (INVIMA) en estos casos emite un Certificado de Cumplimiento de Buenas Prácticas de Manufactura Cosmética.(20)  En este sentido, el control de calidad microbiológica de los cosméticos debe ser exhaustivo, riguroso y minucioso, analizando todos y cada uno de los materiales y los factores que intervienen a lo largo de todo el proceso de fabricación y envasado.  Los microorganismos contaminante potenciales de los cosméticos pertenecen al grupo de las bacterias y de los hongos.  
37  7.1 REGULACION DE LOS COSMETICOS  En el mundo son conocidas las recomendaciones que existen en la materia, emanadas de “The European Cosmetic Toiletry and Perfumery Association (COLIPA)” y “Food Drug Administration FDA”  a. Aspectos generales considerados por el COLIPA. El método y las especificaciones desarrolladas son recomendaciones que deben ser consideradas de acuerdo a los parámetros internos de control de calidad microbiológica que la empresa tenga ya determinados.  Especificación cuantitativa:  Categoría 1: productos de uso en bebes y áreas oculares. Recuento de Mesófilos; no más de 102 UFC/g o mL. Límite máximo aceptado 5*102.  Categoría 2: otros productos. Recuento de Mesófilos; no más de 103 UFC/g o mL. Límite máximo aceptado 5*103.  Especificación cualitativa: Productos de categoría 1: no se deben detectar los siguientes microorganismos en 0.1g y 0.1 mL. de muestra: Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus, Cándida albicans.   Productos categoría 2: solo si el recuento total excede 101 UFC/g o mL, los siguientes microorganismos no se deben detectar en 0.01g o 
38  0.01 mL de muestra: Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus, Cándida  albicans.  b. Aspectos considerados por la FDA Al igual que en el caso anterior, lo importante es aislar el microorganismo de los productos cosméticos y para ello se procede a utilizar los medios de identificación y los esquemas a probados para su aislamiento Es recomendable utilizar el mismo tamaño de muestra y hacer diluciones 10-1en caldo Letheen modificado. Las muestras solidas y polvos se deben mezclar con 1 mL de Tween 80 y adicionar 8 mL de caldo modificado, y  para cremas y productos en base oleosa, además homogenizar en vortex.  c. Aspectos considerados por el INVIMA:  Lo establecido en el Decreto 677 de 1995 para estos productos es:  Cosméticos para bebe y área de los ojos: Recuento de aerobios Mesófilos: máximo 100 UFC/g o mL Recuento de mohos y levaduras: máximo 10 UFC/g o mL. Exento de microorganismos patógenos  Demás cosméticos: Recuento de aerobios Mesófilos: máximo 200 UFC/g o mL Recuento de mohos y levaduras: máximo 50 UFC/g o mL Exento de microorganismos patógenos. (19)  
39   7.2 CRECIMIENTO MICROBIANO   Es un incremento en el número de células; cualquier célula tiene un  periodo de vida finito y la especie se mantiene como resultado del crecimiento continúo de la población Las fases que presenta son:  ¨ la fase latencia en la que el microorganismo se adapta a las nuevas condiciones y pone en marcha su maquinaria metabólica para poder crecer activamente. La duración de esta fase es variable y en general es mayor cuanto más grande sea el cambio en las condiciones en las que se encuentra el microorganismo.  ¨ La fase exponencial Las células se dividen regularmente a ritmo constante. En condiciones apropiadas, el grado de desarrollo es máximo. ¨ La fase estacionaria El número de células no se incrementa más porque los nutrientes del medio escasean y las posibles sustancias tóxicas se acumulan: no hay aumento neto de microorganismos, lo que no significa que no se dividan algunos, sino que la aparición de nuevos individuos se compensa por la muerte de otros.  ¨  La fase de muerte en la que el número de microorganismos vivos disminuye. El número de células que mueren es superior a las que se originan debido al agotamiento de los nutrientes y/o excesivas acumulaciones de sustancias tóxicas. En la figura 6  podemos apreciar un gráfico referente a las fases mencionadas, (41)  
40    Grafica  3: Gráfica de las Fases de Crecimiento Celular    7.2.1 CRECIMIENTO DE MICROORGANISMOS EN EL LABORATORIO  Recuento total de microorganismos aerobios mesófilos viables: Entendiéndose como microorganismos totales viables: bacterias mesófilos, mohos y levaduras, capaces de crecer en aerobiosis .Según la norma la cantidad máxima de microorganismos existentes para un cosmético en 
41  general es de 1000 UFC/ g ó mL y para cosméticos de bebe y área de los ojos una cantidad menor de 100 UFC/ g ó mL, (2).   7.2.2 MESÓFILOS  La mayoría de estos microorganismos se encuentran en casi todos los productos en este grupo se incluyen todas las bacterias, mohos y levaduras capaces de desarrollarse a 30 grados Celsius en las condiciones establecidas, debido a que su temperatura de desarrollo es optima para muchas de vida libre, se encuentran difundidos en el medio ambiente, (21).   En este recuento se estima la microflora total sin especificar tipos de microorganismos. Refleja la calidad necesaria del producto a examinar, las condiciones de manipulación y las condiciones higiénicas de la materia prima. Un recuento bajo de aerobios mesófilos no implica o no asegura la ausencia de patógenos o sus toxinas, de la misma manera un recuento elevado no significa presencia de flora patógena.  Un recuento elevado puede significar: ¨ Excesiva contaminación de la materia prima. ¨ Deficiente manipulación durante el proceso de elaboración. ¨  La posibilidad de que existan patógenos, pues estos son mesófilos. ¨ La inmediata alteración del producto, (22).  7.2.3 LEVADURAS   Las levaduras son hongos verdaderos cuya forma de crecimiento habitual y predominante es unicelular. La forma de las levaduras es muy variable: 
42  esférica, ovoide, alimonada, periforme, cilíndrica, triangular o incluso alargada en forma de micelio verdadero o falso, (23).   MEDIO DE CULTIVO  Los materiales alimenticios se proporcionan a las levaduras en medios que contienen todas las sustancias esenciales necesarias para el crecimiento, reproducción y fermentación. Los medios pueden ser de naturaleza sintética, semisintética o no sintética, (21) El crecimiento de las levaduras se ve favorecido  por un temperatura optima  alrededor de 25-30 grados Celsius y un máximo de aproximadamente de 35-47 grados Celsius y un   pH a 4-4.5 y no se desarrollan bien en medios alcalinos al menos que se haya adaptado al mismo, las levaduras crecen mejor en condiciones aerobias, (24).   7.2.4 MOHOS (HONGOS)  Los mohos pertenecen a la división del reino vegetal conocida por Thallophyta, no poseen clorofila y no esta diferenciados por hojas, tallos o verdaderas raíces, (23). Los hongos crecen mejor en hábitats oscuros y húmedos, pero se encuentran allí donde haya materia orgánica disponible. La mayoría de los hongos son saprófitos, obteniendo sus nutrientes de materia orgánica muerta. Después absorben los productos solubles. Son quimiorganoheterótrofos y emplean compuestos orgánicos como fuente de carbono, electrones y energía, (39). Los microorganismos contaminantes potenciales de los cosméticos pertenecen al grupo de bacterias y de los 
43  hongos. Como mohos y levaduras implicados están: Penicillium sp y Aspergillus sp, Candida albicans y Trichophyton mentagrophytes, (40).  MEDIO DE CULTIVO  La mayor parte de los mohos se desarrollan  bien en medios ligeramente ácidos que contengan almidón o un azúcar apropiado, una fuente de nitrógeno asimilable y sales que suministren los elementos minerales esenciales. Las metodologías para análisis microbiológicos se determinan a través de técnicas de recuento en placa por siembra en profundidad en agar Saboraud, (23).   7.2.5   Staphylococcus aureus  Estafilococos posee forma esférica .sus dimensiones son de 0,8 a 1 micra de diámetro disponiéndose en forma de acumulos irregulares, que recuerdan los racimos de uvas, (25).  MEDIO  DE CULTIVO  Estafilococos son aerobios facultativos multiplicándose bien en los medios nutricios ordinarios con un pH entre 7,2 y 7,4, a la temperatura de 37 grados centígrados.   Unos de los medios de cultivo utilizados para la determinación de este es el agar Baird Parker; este medio de cultivo contiene cloruro de litio y telurito para la inhibición de la flora acompañante, en tanto que el piruvato y la glucocola actúan favoreciendo selectivamente en crecimiento de Staphylococcus aureus, este agar también contiene yema de huevo para 
44  demostrar la actividad lipolitica y protolitica por parte de Staphylococcus aureus; demostrada por la formación de un doble halo claro alrededor de la colonia, (25).  7.2.6 BACTERIAS COLIFORMES   Las bacterias coliformes, comprenden Escherichia coli y Enterobacter aerogenes. Ambos organismos bacilos cortos, gram negativos, que fermentan la lactosa con producción de gas.  La  Escherichia coli tiene su localización primaria en el tracto intestinal del hombre y de los animales, donde no suele causar enfermedad. El hallazgo de gran número de estos organismos indica polución o contaminación fecal, (26).     MEDIO DE CULTIVO  Los medio de cultivo son soluciones acuosas, relativamente diluidas, que contienen los elementos químicos necesarios para las células que se van a cultivar, combinados en compuestos que pueden ser asimilados por tales células.          
45  8. METODOLOGÍA   8.1   MUESTRA DE ANÁLISIS  Como materia prima se utilizo Macadamia Interglifolia tipo HAES 344, procedente del banco de germoplasma de Cenicafe ubicado e la hacienda la Catalina en el departamento de Risaralda seleccionando las más sanas, sin rastros de plagas.  8.2  PRETRATAMIENTO DE LA MATERIA PRIMA  A la Macadamia se le realizo: ¨ Limpieza de la semilla, para eliminar los cuerpos extraños. ¨ Secado, para reducir la humedad a un 10%.La cual se realiza durante 3 días a 52 grados Celsius. ¨ Separación de la cáscara por medio mecánico. ¨ lavado con desinfectante Tego 51. ¨ Separación de las nueces por el método de flotación ¨  Secado durante 10 horas a 40 grados Celsius. ¨ Molido de las nueces en molino de café. ¨ Las nueces procesadas, se almacenaron en bolsas plásticas con cierre hermético   a -20 grados Celsius para su posterior análisis.   EXTRACCIÓN DEL ACEITE Se realizará mediante extracción por el método SOXHLET empleando una relación de hexano 1:10 por un periodo de 2 horas según estudios previos. El extracto se concentrará en rotavapor y el aceite obtenido se guardará en frascos color ámbar previamente esterilizados a una temperatura de 4ºC. 
46  8.3 ANÁLISIS MICROBIOLÓGICO  La primera siembra del aceite se realizó a las 24 horas de su obtención para establecer la calidad del aceite fresco y posteriormente se realizo el respectivo seguimiento microbiológico conservando el aceite a temperatura ambiente (25°C), con el fin de evaluar su estabilidad microbiológica. Se realizaron diluciones sucesivas de 101 llevando 1mL de muestra, 1 ml de tween 80 estéril para garantizar la correcta dilución y 8 mL de agua peptona estéril; de esta se tomo el volumen correspondiente para preparar las demás diluciones de las muestras de aceite por triplicado. Cada una de estas se prepararon en cabina de flujo laminar, para garantizar un ambiente estéril. El análisis microbiológico incluyo las siguientes pruebas:  8.3.1 DETERMINACIÓN DE MESÓFILOS AEROBIOS VIABLES  Para la determinación de mesófilos aerobios visibles se utilizo el método de recuento en placa profunda. Se tomo 1 mL de cada una de las diluciones, y este se adiciono en el fondo de cada una de las cajas para después verter sobre este el medio de cultivo a 45-50 0C grados Celsius, se realizo moviendo en forma de ocho para asegurar la correcta mezcla de la muestra y el agar. Se dejo solidificar el medio, e inmediatamente se llevo a incubación a una temperatura de 35 ± 2 0C  por un periodo de tiempo de 24 horas, con una periodicidad del análisis de quince días.  8.3.2  DETERMINACIÓN DE MOHOS Y LEVADURAS  Para la realización de este análisis se utilizó 12 gramos  de agar glucosa cloranfenicol “YGC” diluidos en 300 ml agua destilada, de cada una de las diluciones se tomaron 0,1 mL y se extendieron con la ayuda de una varilla 
47  de hockey (rastrillo) sobre el agar solidificado. Las cajas fueron incubadas a 25 ± 2 grados Celsius durante  ocho días, con una periodicidad del análisis de quince días.  8.3.3 DETERMINACIÓN DE Staphylococcus aureus  Se realizaron las respectivas diluciones, de cada una se tomaron 0,1 mL y se extendió sobre la superficie del agar con ayuda de una varilla de hockey. Las  cajas se incubaron a una temperatura de 35 ±2  0C por un periodo de tiempo de 24 horas, con una periodicidad del análisis de quince días.   8.3.4 DETERMINACIÓN DE Escherichia coli    Para la realización de esta prueba se utilizó caldo lauril sulfato con MUG por el método de presencia-ausencia, se realizo las diluciones del aceite con agua peptona y tween se incubo a 35 ±2  0C  por un periodo de tiempo de 24 horas, con una periodicidad del análisis de quince días.            
48     9. RESULTADOS Y DISCUSIÓN   9.1 CONDICIONES  DEL CULTIVO DE MACADAMIA INTERGLIFOLIA:   Se realizo la visita al cultivo de macadamia interglifolia en la granja la Catalina, ubicada en el departamento de Risaralda, se encontró que el  lugar no cuenta con  los mecanismos propicios para el control de plagas, lo cual afecta la calidad de las nueces recolectadas (ver figuras 6, 7)                                    Figura 6                                                            Figura 7  Figuras 6, 7: condiciones del cultivo de Macadamia Interglifolia  En la siguiente tabla se muestran las condiciones del cultivo del cual se recolectó la materia prima utilizada en los análisis. 
49   Tabla 3. Ficha técnica de los cultivos de Macadamia integrifolia y tetraphylla del banco de Germo Plasma de Cenicafé   9.2 DESCRIPCIÓN FISICA DEL  ACEITE DE NUEZ DE MACADAMIA INTERGLIFOLIA  Todas las muestras de aceite obtenidas presentaron leve coloración amarilla, libre de partículas en suspensión, como se aprecia en la figura  8.           Figura 8. Aspecto físico del aceite de nuez de macadamia interglifolia. Latitud Longitud Altitud Suelos Área Temperatura media anual  Humedad relativa media anual Precipitación media anual  Brillo solar media anual 0.4°45' norte N 75°44' oeste W 1340 m sobre el nivel del mar unidad C 40.5 hectáreas máxima : 27.1°C     mínima: 17.3°C media: 21.5 °C 78.5% total: 2013 mm       diurna: 835 mm nocturna: 1178 mm total: 1648 horas     mañana: 844 horas tarde: 804 horas 
50   9.3  CARACTERIZACIÓN MICROBIOLOGICA  Las grasas y los aceites sufren alteraciones que pueden ser causadas por procesos químicos y biológicos, para determinar estos cambios fue necesario realizar pruebas microbiológicas. En estos análisis se determino que el aceite presenta poca cantidad de microorganismos. En estas pruebas fue necesario realizar un control del medio para asegurar que los microorganismos existentes desarrollaran en el aceite y no en el medio de cultivo.   De los análisis requeridos por la norma NTC 4833 se realizaron para el aceite de nuez de macadamia integrifolia: Escherichia-coli, mesofilos, Staphylococcus aureus, mohos y levaduras,  empezando con el análisis  ocho días después de la extracción. Los resultados obtenidos se presentan en la siguiente tabla  9.3.1 CARACTERIZACIÓN MICROBIOLOGICA DEL ACEITE    ENSAYO FECHA METODO COSMETICOS EN GENERAL NTC 4833 UFC /Ml RECUENTO UFC/mL E. coli 01/11/2008 presencia o  ausencia /ml  Ausencia/mL   Ausencia/mL  Staphylococcus aureus 01/11/2008 Recuento en placa superficial  <100 <100 MESOFILOS VIABLES 01/11/2008 Recuento en placa profunda < 1000 20 
51  MOHOS Y LEVADURAS 06/11/2008 Recuento en placa profunda < 1000 70      E. coli 15/11/2008 presencia o  ausencia /ml Ausencia/mL  Ausencia/mL Staphylococcus aureus 15/11/2008 Recuento en placa superficial <100 <100 MESOFILOS VIABLES 15/11/2008 Recuento en placa profunda < 1000 170 MOHOS Y LEVADURAS 20/11/2008 Recuento en placa profunda < 1000 70      E.coli 29/11/2008 presencia o  ausencia /ml Ausencia/mL  Ausencia/mL Staphylococcus aureus 29/11/2008 Recuento en placa Superficial <100 <100 MESOFILOS VIABLES 29/12/2008 Recuento en placa profunda < 1000 430 MOHOS Y LEVADURAS 04/12/2008 Recuento en placa profunda < 1000 170      E. coli 13/12/2008 presencia o  ausencia /ml Ausencia/mL  Ausencia/mL Staphylococcus aureus 13/12/2008 Recuento en placa Superficial <100 <100 MESOFILOS VIABLES 13/12/2008 Recuento en placa profunda < 1000 <100 MOHOS Y LEVADURAS 18/12/2008 Recuento en placa profunda < 1000 <100 
52   Tabla 4. Caracterización microbiológica del aceite de nuez de Macadamia   Como se aprecia en la tabla 4  el aceite de nuez de Macadamia interglifolia presento ausencia total de E. coli  y Staphylococcus aureus, además los microorganismos mesófilos tuvo una variación más elevada en comparación con los mohos y levaduras,  sin sobrepasar los límites establecidos por la norma NTC 4833.      9.4 SEGUIMIENTO MICROBIOLÓGICO  ¨ Recuento de mohos y levaduras: comparando los resultados obtenidos, con la norma se encontró que el valor de estos microorganismos esta por debajo de lo establecido.    Para determinar esta prueba se realizaron las respectivas diluciones dejandolas a temperatura ambiente durante ocho dias, pasado este tiempo se observo la presencia de estos microorganismos. Con los datos reportados durante los dos meses de estudio (tabla4), se elaboro una curva de crecimiento microbiológico para cada uno de los microorganismos que se evaluaron; dando como resultados las siguientes graficas: ¨ Mohos y levaduras  
53               GRAFICA 1. Comportamiento en el tiempo de mohos y levaduras del aceite de nuez de Macadamia interglifolia HAES 344   Para la determinación de los mohos y levaduras presentes en el aceite de nuez de Macadamia, se realizaron siembras por triplicado de cada una de las diluciones descritas en la metodología, después de la siembra se conservaron protegidos de la luz a temperatura ambiente, durante 8 días.  Se observa que los hongos consumen rápidamente el alimento (aceite) hasta el día 30, de ahí en adelante se desarrollan hasta llegar al día 45 donde estos organismos al notar la ausencia del alimento comienzan su fase de muerte lentamente, la cual se puede dar debido a que se liberan demasiadas toxinas o se acabaron los nutrientes presentes. Sin embargo, pasados los 60 días después del primer análisis; se observo un descenso en 
54  la curva que puede deberse al agotamiento de los factores de crecimiento, y empiezan a desaparecer.   En el periodo comprendido del día 30 al 45 se desarrollo la fase estacionaria en la cual el número de microorganismos que crecían eran iguales al número que moría, lo cual es un resultado muy positivo , ya que cumple con los requeridos por la norma  tanto para insumo cosmético en general, como para bebe. En la figura 9 se observa el crecimiento de este microorganismo.                 Figura 9. Crecimiento de mohos y levaduras en aceite de nuez de Macadamia   ¨ Mesófilos: Este recuento es de gran importancia porque está directamente relacionado con la calidad sanitaria, con la  manipulación y condiciones de higiene de la materia prima. Un 
55  recuento que cumple con  los parámetros de la norma NTC 4833 de cosméticos e incluso para uso de bebe. Comparando los resultados obtenidos, con la norma se encontró que el valor de estos microorganismos esta por debajo de lo establecido.  Para el análisis fue necesario realizar las diluciones antes descritas y se determino la presencia de estos microorganismos, se observo que su crecimiento es directamente proporcional a la concentración del aceite, ósea que el número de colonias disminuye a medida que disminuyen las diluciones.                   GRAFICA 2. Curva de crecimiento los microorganismos  mesófilos aerobios en el aceite de nuez de Macadamia Interglifolia  HAES 344.  
56  En la grafica 2 se aprecia que para los microorganismos mesófilos aerobios el aceite  tuvo una acelerada división celular entre los días 20 y 30, esto indica que el medio esta apto para el crecimiento de estos microorganismos que a través del tiempo se alimentan con gran facilidad, hasta el día 35 donde se presenta un punto máximo; a partir del día 35 al 45 se estableció en la fase estacionaria en donde se predice que uno o más de los nutrientes se agotaron, o se acumulo los metabolitos tóxicos que inhibe el crecimiento, aquí los microorganismos necesitan continuar el proceso de alimentación y al no encontrarlo comienza la etapa de deteriore, donde se presume la muerte de los microorganismos. Este recuento se efectuó manualmente contando una por una las colonias presentes en este medio de cultivo.  En la figura 10 se aprecia el crecimiento de este microorganismo en el aceite de nuez de Macadamia.            Figura 10. Crecimiento de microorganismos mesófilos en aceite de nuez de  Macadamia. 
57   ¨ Staphylococcus  aureus: comparando los resultados obtenidos, con la norma se encontró que el valor de estos microorganismos esta en acuerdo con lo establecido lo cual se muestra en el cuadro 2.   Aceite (UFC/ML) NTC 4833cosmeticos en general (UFC/ML) NTC 4833 cosmeticos para bebe y area de los ojos (UFC/mL) <100 Ausencia/mL Ausencia/mL  Cuadro 2. Recuento Staphylococcus  aureus   No hubo crecimiento alguno de este microorganismo en el aceite de Macadamia El resultado del seguimiento de este microorganismo  dio negativo a lo largo de los dos meses de análisis  Estos resultados llevan al aceite al cumplimiento de la norma NTC (4833) para insumos cosméticos.  .  ¨ Coliformes: comparando los resultados obtenidos, con la norma se encontró que el valor de estos microorganismos esta en acuerdo a lo establecido (cuadro 3).  Aceite (UFC/ML) NTC 4833cosmeticos en general (UFC/ML) NTC 4833 cosmeticos para bebe y area de los ojos (UFC/ML) Ausencia/mL Ausencia/mL Ausencia/mL Cuadro 3: recuento coliformes 
58   En las pruebas no se detecto presencia del microorganismo en ninguna de las diluciones, confirmando la calidad del producto (ver figura 13). Lo anterior indica que el aceite está libre de este tipo de bacterias patógenas y que no causara daños a la salud. Este resultado conlleva al cumplimiento de la norma vigente nacional para insumos cosméticos NTC (4833).                Figura 11. Crecimiento de E.coli en aceite de nuez de Macadamia   Con base en los análisis microbiológicos se puede concluir que el aceite de Macadamia Intergrifolia  cumple con los parámetros establecidos en la normatividad vigente para la industria cosmética para los siguientes microorganismos: E coli, Staphylococcus aureus, Mesofilos,  Hongos y levaduras debido a que no hay indicadores de contaminación (parámetros no superan los límites)    
59  10. DISCUSIÓN  GENERAL     Después  de  observar los resultados del recuento microbiológico para las diferentes muestras de análisis (ver tabla 1) se encontró que el aceite de nuez de macadamia interglifolia a lo largo de los 2 meses y medio de análisis presento características de inocuidad que le permitiría cumplir con la normatividad. Esto puede deberse a varios factores, entre ellos:   al buen manejo post cosecha del cultivo y a la debida selección que se hizo previamente de la materia prima; ya  que en cuanto a condiciones de cultivo como se mostro , no  fueron las mejores.   Para evaluar el efecto de estos tratamientos se puede analizar detalladamente el comportamiento de los distintos microorganismos. En el caso de microorganismos patógenos, en E. Coli hubo ausencia, lo que significa la no presencia de materia fecal, además tampoco se hallo presencia de Staphylococcus aureus, que es un microorganismo presente en la piel, fosas nasales y garganta además muy resistente a las condiciones ambientales y extremadamente difícil de erradicar, (29,30).              
60  11. CONCLUSIONES   v Se realizo la extracción y evaluación del aceite de Macadamia Interglifolia HAES 344 indicando que es un producto microbiológicamente apto para su potencial uso cosmético  según la norma NTC 4833.  v En  el tiempo  establecido para el análisis, se pudo observar, el comportamiento de los microorganismos desde su crecimiento inicial pasando por su punto máximo, hasta llegar a la muerte de los mismos.  v El aceite de nuez de Macadamia no presenta crecimiento de bacterias coliformes totales y fecales, indicando que  manipulación del aceite fue  adecuada en todo el proceso se obtuvieron resultados satisfactorios.  v La presencia mínima de microorganismos patógenos  le confiere al aceite una condición microbiológica relativamente estable, dentro del intervalo de tiempo considerado.       
61  12. RECOMENDACIONES       ¨ Para posteriores estudios se recomienda realizar pruebas para confirmar la presencia de Pseudomonas Sp (Pseudomona aeuroginosa); para Candida albicans. Y así asegurar el total cumplimiento de la norma NTC 4833  ¨ Se recomienda evaluar  compuestos de interés cosmético como los ácidos grasos, esteroles, vitamina E y estabilidad oxidativa medida en términos de organismos lipolíticos.  ¨ Se recomienda para la realización de pruebas microbiológicas, seguir los parámetros mínimos de limpieza desde el cultivo, la entrega de la materia prima  hasta la extracción del aceite, con el fin de obtener resultados satisfactorios que lleven al cumplimiento de la norma de calidad.  ¨ Se recomienda realizar todos los análisis requeridas por la norma NTC 4833, variando la temperatura de almacenamiento del aceite extraido para observar la variación del crecimiento con respecto a la temperatura.    
62  13. ANEXOS  TABLA 5.Caracteristicas del arbol de macadamia   PARTES DEL ARBOL MACADAMIA INTERGRIFOLIA MACADAMIA TETRAPHYLLA Hojas Largo Ancho Adultas  Jóvenes  3 por nudo 15 a 30 cm 4 a 8 cm Carecen de espinas o presentan unas cuantas en el margon Color verde pálido y bronceadas Reducido numero de espinas en  el margon 4 por nudo, con casos entre 3,5  y 6 Mas de 40 cm 2.5-7 cm Gran cantidad de espinas en el margon de 35 a 40 en cada lado Color purpura o rojizo Gran cantidad de espinas en el margon de 35 a 40 en cada lado  Flores Color blanco cremoso Agrupadas en racimos de 12 a 30 cm 100 a 300 flores por racimo Color rosado en ocasiones color blanco o crema  Agrupadas en racimos de 20-50 cm Frutos Nuez esférica o cercana a serlo Cascara lisa o casi lisa 80% de aceite cundo seca 4% de azúcar cuando seca Nuez elíptica Cascara rugosa 70% de aceite cundo seca De 6-8% de azúcar cuando seca Ubicados en los extremos de las ramas Mas dulce, se puede comer cruda Color, sabor y textura variable  Tolerancia A  gran humedad y alta temperatura  Nutricion  menores requerimientos  Cosecha Periodo muy largo Aceptable entre los 4 y 7 anos Periodo muy corto, una o dos recolecciones Inicia al cuarto ano después de germinar Tostado Mas lento por la cantidad de aceite Mas difícil de realizarlo en forma uniforme  por  lo dulce 
63   HONGO MEDIDAS DE PREVENCION Y CONTROL Phytophtora Cinamoni Trunk Canker También en aguacate (palta) y pina. Problemático especialmente en viveros y arboles jóvenes. Plantar solo arboles sanos. Evitar compactación y aneganamiento del suelo. Evitar heridas en el tronco y salpicaduras de barro. Retirar el tejido afectado y aplicar caldo bordelés. Armilaria mellea, Root-rot Con frecuencia en suelos recién desboscados. Propagación por raíces dejadas en el terreno. Tala oportuna de arboles infectados y tratamiento del suelo contra mayor propagación, usando cal apagada como desinfectante. Pseudocercospora sp. Macadammia Husk Spot Solo en Australia. Causa gran caída de nueces. Concluir la cosecha antes de la floración. Cosechadora tipo (Finger-weell) dispersa menos esporas. Usar variedades resistentes. Ceratocystis fimbriata En aguas estancadas con temperaturas bajas o tejidos heridos. Rosellinia bunodos Aplicación de cal en forma preventiva, talar arboles afectados. Botrydiplodia Theobromea Medidas de higiene al implantar. Phytophtora Palmivora Distancia a plantaciones de cacao y goma (hevea). Humedad relativa muy alta  Tabla 6. Enfermedades importantes en cultivos de macadamia, (17).         
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